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PROCEDIMIENTO DE CULTIVO MASIVO DE CELULAS DE MAMIFERO 
PARA LA OBTENCION DE ERITROPOYETINA HUMANA RECOMBINANTE ^ » 
Y LA ERITROPOYETINA HUMANA RECOMBINANTE OBTENIDA CON 
TAL PROCEDIMIENTO 

I. Descripcion Tecnica de la Invencion 

Metodo para el cultivo masivo de celulas de mamifero recombinantes para la 
produccion de Eritropoyetina (EPO) humana recombinante. La EPO obtenida median te 
el metodo descrito. 

II. Campo Tecnico de la Invencion 

La presente invencion se refiere a un metodo para el cultivo masivo de celulas de 
mamifero recombinantes productoras de EPO que utiliza un medio de cultivo que 
incluye insulina. 

III. Estado de la Tecnica 

La EPO es una glicoprotema que esdmula la diferenciacion de eritroblastos en la 

medula osea, incrementando asi el niimero de eritrocitos en la sangre. La vida promedio 

de los eritrocitos en humanos es de 120 dias ? por lo cual un ser humano pierde 1/120 de 

sus eritrocitos cada dia. Esta perdida debe ser contiuuamente repuesta para mantener 

estable la cantidad de globulos rojos. 

La existencia de la EPO fue postulada desde principio de siglo y fue 
1 

definitivamente demostrada por Reissman y Erslev a principios de los 50'. Ver Carnot, 
et ah, C.R. Acad. ScL, (Francia), 143, 384-6 (1906); CarnoU et al., C\R. Acad ScL, 
(Francia), 143, 432-5 (1906); Carnot, et al., C.R, Soc. Biol, 1 1 1, 344-6 (1906); Carnot, 
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C.R. Soc. Biol., Ill, 463-5 (1906); Reissman, Blood. 1950, 5, 372-80 (1950) y Erslev; 
Blood, 8, 349-57 (1953). Los experimentos de Reissman y Erslev fueron rapidarnente 
eonfirmados por otros investigadores. Ver Hodgson, et al., Blood, 9, 299-309 (1954); 
Gordon, et al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 86, 255-8 (1954) y Borsook, et al., Blood, 9, 
734-42(1954). 

La individualizacion del sitio de produccion desperto un gran debate. Sucesivos 
trabajos llevaron a ideniificar al rinon coino el principal organo y a las celulas 
intersticiales peritubulares como el sitio de sintesis. Ver Jacobson, et al., Nature, 1 79, 
633-4 (1957); Kuratowska, et al., Blood, 18, 527-34 (1961); Fisher, Acta Hematol.. 26, 
224-32 (1961)- Fisher, et al., Nature, 205. 611-2 (1965); Frenkel, et a!., Ann. N. Y. Acad. . 
ScL, 149, 1, 292-3 (1968); Busuttil, et al., Proc. Soc. Exp. Biol. Med., 137, 1, 327-30 
(1971); Busuttil, Acta Haematol., (Suiza). 47, 4, 238-42 (!972): Erslev. Blood, 44, 1. 
77-85 (1974); Kazal, Ann. Clin. Lab. Sc., 5. 2, 98-109 (1975); Sherwood, et al.. 
Endocrinology, 99, 2, 504-10(1976); Fisher, Ann. Rev. Pharmacol. Toxicol., 28, 101- 
22 (1988); Jelkmann, et al., Exp. Hemato' , 11, 7, 581-8 (1983): Kurtz, et al., Proc. 
Natl. Acad. Sci., (EE.UU.), 80, 13, 4008-1 I (1983); Caro, et al., J. Lab. Clin. Med.. 
103. 6, 922-31 (1984); Caro, et al., Exp. Hematol, 12, 357 (1984); Schuster, et al.. 
Shod, 70, 1, 316-8 (1986); Bondurant, et a!., Mol. Cell. Biol. 6, 7, 2731-3 (1986): 
Bondurant, et al., Mol. Cell. Biol., 6, 7, 2731-3 (1986): Schuster, et al., Blood, 71. 2, 
524-7 (1988);^Koury, et al., Blood, 71, 2, 524-7 (1988); Lacombe, et al., J. Clin. Invest., 
81. 2. 620-3 (1988); Koury, et al.. Blood, 74. 2, 645-51 (1989). 

Una proporcion menor, de 10% a 15% del total de la EPO, es producida por el 
hlgado en adultos. Ver Naughton, et al., ./. Surg. Oncol., 12, 3, 227-42 (1979); Liu, et 
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al., J. Surg. Oncol., 15, 2, 121-32 (1980); Domfest, et al., Ann. Clin. Lab. Sci., 11,1, 
37-46 (1981); Dinkelaar, et al., Exp. HemaloL, 9, 7, 796-803 (1981); Caro, et al., Am. J. 
Physiol., 244, 5 (1983); Domfest, et al.. J. Lab Clin. Med. 102, 2, 274-85 (1983); 
Naughton, et al., Ann. Clin Lab. Sci.. 13, 5, 432-8 (1983); Jacobs, et al., Nature, 3 13, 
6005, 806-10 (1985); Erslev, et al., Med. Oncol. Tumor. Pharmacother., 3, 3-4, 159-64 
(1986). La EPO se produce proporcionalmente al grado de hipoxia de !os tejidos, y su 
expresion crece mediante el aumento del numero de celulas productoras. 

La EPO es una proteina que ha demostrado gran eficacia para el tratamiento de 
anemias causadas por diferentes factores, en especial la anemia de origen renal. Sin 
embargo, su disponibitidad terapeutica estuvo limitada hasta hace poco tiempo por la 
falta de un metodo de produccion masivo, ya que la cantidad y oalidad de la EPO 
obtenida por cualesquiera de los sistemas extractivos conocidos can insuficientes. 
Recientemente, e! uso de tecnicas de ADN recombinante ha viabilizado la obtencion de 
proteinas en grandes cantidades. La aplicacion de estas tecnicas a celulas eucarioticas ha 
permitido la produccion a gran escala de EPO. Ver patentes EE.UU. 5.688.679 
(Powell), 5.547.933 (Lin), 5.756.349 (Lin), 4.703.008 (Lin) y 4.677.195 (Hewick et al.) 

A pesar de existir abundante literatura referente a la produccion de EPO en 
cultivo de celulas de mamifero, no se ha descrito metcdo alguno que lleve a la 
produccion eficiente de esta proteina en cantidades masivas. Olras de las desventajas de 
los medios y f sistemas de cultivo conocidos son su falta de reproducibilidad y la 
produccion de EPO de baja calidad. Ver patentes EE.UU. 5 688.679 (Powell), 5.547.933 
(Lin), 5.756.349 (Lin), 4.703.008 (Lin) y 4.677.195 (Hewick et al.); Andersen, et al., 
Curr. Op. Biotech., 5, 546-549 (1994); Butler, Ed., "Mammalian Cell Biotechnology", 
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(IRL Press, Oxford, England, 1991); Murakami, Ed., 'Trends in Animal Cell Culture 
Technology", (Kodansha Ltd., Tokyo, Japan, 1990); Freshney, Ed., Animal Cell &\ f ^ 



Culture. A Practical Approach, Ch. 3, (IRL Press, Oxford, England, 1986); Pirt, 
"Principles of Microbe and Cell Cultivation", (Blackwell Scientific Pub., London, 
England, 1985); Hames et als., "Transcription and Translation. A Practical Approach", 
(IRL Press, Oxford, England, 1984) 

Descripcion de la Invencion 

La presente invencion describe un metodo de cultivo de celulas recombinantes 
que permite la produccion masiva de EPO con las caracteristicas nccesarias pat a s;: 
aprovechamiento industrial en medicina humana. El novedoso metodo de esta invencion 
permite obtener una produccion inesperadamente aha de EPO con bajo contenido de 
proteinas contaminantes en el medio de cultivo. El bajo nivel de contaminates facilita 
la posterior purificacion de EPO, lo que resulta en altos porcentajes de *ecuperacion de 
la proteina. Ello se logra mediante la suplementacion del medio de cultivo con insulina. 

Otras ventajas adicionales del metodo son: 1) su reproducibilidad al aumentarse 
la escala de produccion y. 2) la altisima calidad de la EPO producida a todos los niveles 
de produccion. 

El procedimiento a que se refiere ia presente patente de invencion consiste en la 
produccion rr^asiva de EPO a traves del uso de celulas recombinantes conservadas 
congeladas en nitrogeno liquido (Master y Working Bank). Posteriormente, se 
descongelan las celulas y a traves de sucesivas expansiones, a 37 °C con distintos 
medios de cultivo, se alcanza un numero de celulas adecuado para la produccion 
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industrial masiva. Las celulas sc cultivan en frascos T25 (25 cm 2 de superficie) y se 
tranfieren subsecuentemente a frascos de mayor superficie hasta llegar a envases tipc 
"roller" de 850 cm 2 cada uno. El medio de cultivo utilizado para la expansion celular se 
sustituye entonces por un medio de cultivo mejorado para iniciar la produccion de EPO. 
Luego de un periodo de tiempo, se recolecta el medio de cultivo conteniendo EPO y se 
procede a su analisis. Los ejemplos que siguen describen detalladamente la invencion 
reivindicada. 

EJEMPLO 1. CULTIVO 

El microorganismo productor utilizado fue una linea de celulas de marmfero 
(CHO) transfectada con e! ADN gcnomico de la eritropoyetina humar.a. Este clon Je 
celulas productoras se almaceno congelado en nitrogeno Hquido en ios respectwos 
bancos de celulas ("Master" y "Working Bank"). El congelamiento se hizo siguiendo 
metodos usuales de esta tecnologia. (Ver Hames et ah, "Transcription and Translation. 
A Practical Approach ", 1984). 

Posteriormente, se descongelaron 4 'semillas" del clon productor, provenientes 
del "Working Bank" donde se preservaron congeladas en N 2 Hquido y cada una de las 
"semillas" se cultivo en fase solida estacionaria (Frascos T 25) en 10 ml de med*o de 
cultivo Num. 1 (Ver Tabla 1). Para cada Frasco T25 se procedio como sigue: 

El cultivo celular se desarrollo a 37 °C, durante 24 h en atmosfera con 5 % de 
C0 2 . Posteriormente se cambio el medio de cultivo, permaneciendo las celulas en 10 ml 
de medio Num. 2 (Ver Tabla 1), a la misma temperatura y porcentaje de C0 2 durante 
otras 24 h. Luego, se tomo el frasco T 25 con celulas recombinantes productoras de EPO 
y se llevo a cabo una sucesion de etapas de expansion que se describe en los siguientes 
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ejemplos: 




EJEMPLO 2. EXPANSION 1 

Las celulas obtenidas en el ejemplc anterior se despegaron del frasco T25 donde 
crecieron, mediante el tratamiento con solucion de tripsins siguiendo protocolos de uso 
comun en cultivo celular, (Ver Hames et a!., "Transcription and Translation. A Practical 
Approach", 1984) y se sembro 20 % de las celulas en cada uno de 5 frascos T25, que 
contenian 10 ml de medio de cultivo Num. 2 (Ver Tabla ]). Las celulas se cultivaron 
durante 48 horas a 37 ° C. 
EJEMPLO 3. EXPANSION 2 

Las celulas obtenidas en !a expansion 1 se despegaron de los frascos T25 dov.&: 
crecieron, mediante el tratamiento con solucion de tripsina siguietido protocolos de uso 
comun en cultivo celular, y se sembrarcn las ceiulas de cada T 25 en un frasco T 150, 
con 75 ml de medio de cultivo Num. 1 (Ver Labia 1). Las celulas se cultivaron entonces 
durante 72 horas a 3 7 ° C. 
EJEMPLO 4. EXPANSION 3 

Las celulas obtenidas en la expansion 2 se despegaron de los frascos T1 50 donde 
crecieron, mediante el tratamiento con solucion de tripsina siguiendo protocolos de uso 
comun en cultivo celular. Se sembro 1/10 de las celulas provenientes de cada T 150 en 
un nuevo frasco T 150, con 75 ml de medio de cultivo Num. 1 (Ver Tabla 1). Las 
celulas se cultjvaron entonces durante 72 horas a 37 ° C. 
EJEMPLO 5. EXPANSION 4 

Las celulas obtenidas en la expansion 3 se despegaron de los frascos T150 donde 
crecieron, mediante el tratamiento con solucion de tripsina siguiendo protocolos de uso 
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comun en cultivo celular. Posteriormente, se sembraron las celulas provenientes de cada 
T 150 en un frasco "roller" de 850 cm 2 de superficie interior, con 200 ml de medio de \ 
cultivo Num. 1 (Ver Tabla 1). Las celulas se cultivaron entonces durante 72 horas a 37 
°C. 

EJEMPLO 6. COSECHA DE EPO 

La etapa productiva propiamenie dicha comenzo con la siembra de celulas en 
frascos "roller"* (850 cm 2 de superficie) con las celulas provenientes del paso de la 
expansion 4, en 200 ml de medio de cultivo Num. 1 repitiendo la metodologia antes 
descrita. Con las celulas provenientes de cada frasco de la etapa de expansion 4 se 
cultivaron 15 frascos "roller", o sea, un total de 3.000 frascos "roller" de acuerdo a las 
siguientes condiciones: 

1 . Medio de cultivo Num. 1 

2. Tiempo de cultivo: 72 hs 

3. Concentracion de gases: atmosfera natural 

4. Temperatura: 37 °C. 

5. Velocidad de giro del "roller": 5,5 minutos 

Luego de verificar la formacion de ia monocapa celular, mediante observacion 
por microscopio invertido, se descarto el medio de cultivo, se lavaron 'as celulas con 
solucion Hank's y se continuo el cultivo en medio Num. 3. 

Poster^ormante se procedio cada 48 horas a la cosecha del sobrenadante de 
cultivo de cada "roller" y a su reposicion bajo estrictas condiciones de esterilidad. Este 
proceso se repitio por lote de produccion en 5 oportunidades. 

Los sobrenadantes cosechados se concentraron 1 00 veces utilizando un sistema 
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de filtracion tangencial a traves de membranas con un corte de peso molecular de 3.000 
D, (Amicon S10Y3). El concentrado se esteiilizo por Filtracion y se conservo a - 20 °C. I \ 
Finalmente, se procedio a reconcentrar el "pool' 1 de fracciones previaniente 
concentradas utilizando un sistema de ultratiltracion tangencial similar ai anterior; este 
ultimo concentrado fue esterilizado por filtracion a traves de membranas con poros de 
0,22 jam de diametro. 

La solucion esteril ast obtenida proveniente del cultivo dc celulas recombinantes, 
tiene una alta concentracion de EPO y baja proporcion de contaminantes. 

La densidad celular alcanzada por cm 2 resulto de aproximadamente 180.000 
celulas, I'd viabiHdad de las inismas oscilo entre el y 98 % a k> largo de rodn 
procedimieiiio. E) volumen total de medio cosechado fue de 2.900 litros. El concentrado 
de acuerdo a! ejemplo 6 rindio un volumen de 29 ? 5 litros. 



Los valores obtenidos por cosecha en el material concentrado fueron: 



Cosecha 


EPO-RIE 
(mg/ml) 


EPO-RIE 
(g) 


i 

Prot. Tot. 
(mg/ml) 


Prot. Tot. 
(g) 


1 

X 


0,90 


26,55 


1,74 


51,33 




1,29 


38.05 


3,25 


95,87 


3 


1,28 


37.76 


3,39 


100.0 


4: 


1,10 


32,45 


4,57 


134,8 


■ ! 5 


1,12 


33,04 


5,48 


161,7 


TOTAL 




167,85 




543,7 
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Posteriormente se procedio a la purificacion de la EPO obtenida, recuperandose 
el 30 % (medido por actividad biologica in vivo), rendimiento sorprendentemente alto, 
que se debe al bajo nivel de impurezas presente en el sobrenadante de cultivo. 

Una muestra de la EPO obtenida uUlizando el proceso descrito fue primeramente 
purificada y luego sometida a los analisis siguientes para demostrar su identidad y 
pureza: 

1. En un gel desnaturalizante de poiiacrilamida (SDS-PAGE) la EPO purificada 
observe una banda ancha de mas de 30 kDa de peso molecular. Ver Fig. 1 . 

2. La EPO producida fue reconocida por un anticuerpo monoclonal asi como por 
un anticuerpo poiiclona! contra EPO humana en un ensayo "Western Blof . Ver 

■ Fig. 2. 

3. El tratamiento con glicanasas de !a EPO producida probo la existencia de ias 
cadenas glicosidicas en cantidad y peso molecular acorde a io esperado para 
EPO. Ver Fig. 3. 

4. La EPO producida mostro estar comnuesta por una serie de especies o isoformas 
de punto isoelectrico comprendido entre 3.0 y 4,5. Ver Fig. 4. 

5. La secuenciacion completa de aminoacidos de la proteina aislada y purificada a 
partir del sobrenadante de cultivo de las lineas celulares transfectadas mostro 
total homologia con la EPO humana natural que posee la siguiente secuencia de 
165 arginoacidos. 

Pro Pro Arg Leu He Cys Asp Ser Arg 
Leu Glu Arg Tyr Leu Leu Glu Ala Lys 
Ala Glu Asn He Thr Thr Gly Cys Ala 

9 



NH2- Ala 
Val 
Glu 
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Glu 


Hys 


Cys 


Ser 


Leu 


Asn 


Glu 


Asn 


He 


Thr 


Val 


Pro 


Asp 


Thr 


Lys 


Val 


Asn 


Phe 


Tyr 


Ala 


Trp 


Lys 


Arg 


Met 


Glu 


Val 


Gly 


Gin 


Gin 


Ala 


Val 


Glu 


Val 


Trp 


Ciln 


Gly 


Leu 


Ala 


Leu 


Leu 


Ser 


Glu 


Ala 


Val 


Leu 


Arg 


Gly 


Gin 


Aia 


Leu 


Leu 


Val 


Asn 


Ser 


Ser 


Gin 


Pro 


Trp 


Glu 


Pro 


Leu 


Gin 


Leu 


Hys 


Val 


Asp 


Lys 


Ala 


Val 


Ser 


Gly 


Leu 


Arg 


Ser 


Leu 


Thr 


Thr 


Leu 


Leu 


Arg 


Aia 


Leu 


Gly 


Ala 


Gin 


Lys 


Glu 


Ala 


He 


Ser 


Pro 


Pro 


Asp 


Ala 


Ala 


Ser 


Ala 


Ala 


Pro 


Leu 


Arg 


Thr 


Tie 


Thr 


Ala 


Asp 


Thr 


Phe 


Arg 


lys 


Leu 


Phe 


Arg 


Val 


Tyr 


Ser 


Asn 


Phe 


Leu 


Arg 


Gly 


Lys 


Leu 


Lys 


Leu 


Tyr 


Thr 


Gly 


Glu 


Ala 


Cys 


Arg 


Thr 


Gly 


Asp-COOH 











X sitios de glicosilacion 
6. La presencia de Jos cuatro sitios de glicosilacion sobre la cadena de 165 
aminoacidos, asi como la estructura compleja de hidratos de carbono, y 
fundamentalmente los residuos de aeido sialico terminates, fueron demostrados 
conjuntamente con su correcta actividad biologic?, in vivo en el modelo de 
ensayo' del raton policitemico ex-hipoxico, exhibiendo total paralelismo frente al 
estandar internacional correspondiente. 

La ausencia de suero fetal bovino u otros componentes de origen animal, permite 
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obtener EPO con un nivel de pureza inusualmente elevado, de aproximadamente el 



30%. Mediante el uso de insulina se evita el agregado de otras proteinas, que 




contaminarian el producto final. 

Los metodos de cultivo tradicionales, que utilizan 10 % de suero fetal bovino, 
producen EPO con una pureza inferior a! 1 %, treinta veces menos que mediante el 
proceso reivindicado. 
TABLA NUMERO 1 

A. Medio de Cultivo Num. 1 



Medio Base -+■ Suero Fetal Bovino 10 %. 



ISCOVE's DMEM 


8,85 


g/litro 


Triptofano 


27 


mg/litro 


HAM FI2 


5,35 


g/Iitro 


Asparagina 


40 


m^/iitro 


NaHCO, 


2,10 


g/litro 


Serina 


80 


mg/litro 


Glucosa 


1,30 


g'litro 


Etai!ol?.iu>n? 


3 


ml/Jittc 




0,20 


g/litro 


Giutd.ninn 


1,90 


g'iitro 


Ga!actosa 


0,20 


g/litro 


Suero Fetai ftovino 


100 


ml/litro 


Piruvato de Na 


0,11 


g/litro 








B. Medio de Cultivo Num. 2 










Medio Base + Suero Fetal Bovino 10 % 


+ Geneticin 0,5 mg/ml 






ISCOVE's DMEM 


8,85 


g/litro 


Triptofano 


27 


mg/litro 


HAM Ft2 


5,35 


g/t.itro 


Asparagina 


40 


mg/litro 


NaHC0 3 


2,10 


glitro 


Serina 


80 


mg/litro 


Giucosa 


!,30 


g/litro 


Etanolamina 


3 


ml/litro 


Lactosa 


0,20 


g/litro 


Galactosa 


0,20 


g/litro 


Piruvato de Na 


0,11 


g/litro 


Suero Fetal Bovino 


100 


ml/litro 


Glutamina 


1,90 


g/litro 


Geneticina 


500 


mg/litro 



C. Medio de Cultivo Num. 3 
Medio Base + Insulina 

ISCOVE's DMEM 8,85 gr/litro Triptofano 2 7 mg/litro 
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HAM F12 


5,35 


g/litro 


Asparagina 


40 


mg/litro 


NaHC0 3 


2,10 


g/litro 


Serina 


80 


mg/litro 


Glucosa 


1,30 


g/litro 


Etanolamina 


3 


ml/litro 


Lactosa 


0,20 


g/litro 


Insulina 


10 


mg/litro 


Galactosa 


0,20 


g/litro 


Piruvato de Na 


0,11 


g/litro 


Glutamina 


1,90 


g/litro 








D. Solucion HANK's 












Ca Cl 2 . 2H 2 0 


185 


mg/liiro NajHPO, 


47,8 


mg/litro 


MgSO, . 7 H 2 0 


140 


mg/Iitro Glucosa 


1,0 


g/litro 


C1K 


400 


mg/litro NaHC0 3 


350 


mg/litro 


KH 2 P0 4 


60 


mg/litro Rojo Fenol 


11 


mg/litro 


NaCI 


8,0 


g/litro 









V- Description d e Diagramas 

La Fig. I ilustra un analisis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) de una 
muesLra de la EPO obtenida segiin el metodo descrito. En las calles L 4 y 7 se ven los 
marcadores de peso molecular. En las caJles 2, 3, 5 y 6 se corneron diferentes masas de 
EPO pvaa obtenida segun el proceso reivirdicodo. Puede upreciars^ la pureza del 
producto cbtenido y su peso molecular aparente dc algo ma? de 30 kDa que coincide 
con el de la EPO humana urinaria. 

La Fig. 2 ilustra un analisis "Western Blot" de una muestra de la EPO obtenida 
segiin el metodo descrito. Se verifica la identidad de la EPO producida, ya que es 
reconocida por un anticuerpo antiEPO humana. En la calle 1 se corrio un estandar de 
EPO humana^ en la calle 2 marcadores de peso molecular y en las calles 3 a 5 muestras 
de EPO obtenidas segun el metodo reivindicado. 

La Fig. 3 ilustra un analisis SDS-PAGE de una muestra de EPO pura obtenida 
segiin el metodo descrito, tratada con glicanasas. Los marcadores de peso molecular se 
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corrieron en las calles 1, 4 y 8. En las calles 2 y 7 se ve EPO sin tratar. En la calle 3;'se,. 
corrio EPO tratada con O-glicanasa. se verifica la presencia de una O-glicosilacion. En 
la calle 5 se corrio EPO parcialmente degradada con N-glicanasa, se verifica la 
presencia de 3 N-glicosilaciones con los pesos moleculares correspondientes a los 
esperados para la EPO. En la calle 6 se corrio EPO degradada con O-glicanasa y N- 
glicanasa, obteniendose el peso molecular esperado para la proteina totalmente 
deglicosilada. 

La Fig. 4 ilustra un estudio dc los puntos isoelectricos de muestras de EPO pura 
producidas segiin el metodo descrito. Las muestras de EPO se corrieron en las calles 2, 3 
y 4, los marcaddores de punto isoelectrico en las calles 1 y 5. Se verifica !a presencia de 
las formas correspondientes a EPO, con puntos isoelectricos cornprendidos entre 3.0 y 
4.5. 
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VI. Reivindicaciones w * 

Habiendo descrito y ejemplificado la naturaleza y objelo principal de la presente 
invencion, como asi tambien la manera en que la misma se puede llevar a la practica, se 
declara reivindicar como de propiedad y de derechos exclusivos: 

1. UN PROCEDIMIENTO DE CULTIVO MASIVO DE CELULAS 
RECOMBIN ANTES DE MAMIFERO PARA LA OBTENCION DE 
ERITROPOYETINA HUMANA RECOMBIN ANTE, caracterizado porque el 
medio de cultivo productivo contiene insulina como imico agregado proteico. 

2. UN PROCEDIMIENTO, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque las celulas 
utilizadas son celulas CHO. COS, BHK, Namalwa, HeLa. Hep3B, HepG2 u otras 
celulas de mairufero. 

3. UN PROCEDIMIENTO, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque las celulas 
utilizadas son celulas CHO y COS. 

4. UN PROCEDIMIENTO, segun la reivindicacion 1 , caracterizado porque las celulas 
utilizadas son celulas CHO. 

5. UN PROCEDIMIENTO, segun la reivindicacion 1 . caracterizado porque la cantidad 
de insulina agregada es mayor que 1 mg/litro de medio de cultivo. 

6. UN PROCEDIMIENTO, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque la cantidad 
de insulina agregada es menor de 20 mg/litro de medio de cultivo. 

7. UN PROCEDIMIENTO, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque en las 



etapas de produccion y cosecha las celulas se incuban a 37 °C y a 1 atmosfera de 
presion de aire de composicion natural. 



AR 98-01-05611 



14 



2 3 FEB. im < 

i 

8. UN PROCEDIMIENTO, segun la reivindicacion 1, caracterizado porque utiliza un 
medio de cultivo libre de suero fetal bovino. I ' v 

9. UN PROCEDIMIENTO, segun la reivindicucion 1, caracterizado porque 
comprende: 

a) separar el sobrenadante de cultivo conteniendo EPO e insulina de las celulas 
productoras de EPO; 

b) concentrar el sobrenadante de cultivo de la etapa a); 

c) congelar el producto concentrado de la etapa b). 

10. UN PROCEDIMIENTO, segun la reivindicacion 9. caracterizado porque el 
sobrenadante de la etapa b) es concentrado entre 50 y 150 veces. 

11. UN PROCEDIMIENTO, segun la reivindicacion 9, caracterizado porque el 
sobrenadante de la etapa b) es concentrado 100 veces. 

12. UN PROCEDIMIENTO, segun la reivindicacion 9, caracterizado porque la 
concentracion de la etapa b) comprende eJ uso de un sistema de filtracion tangencial 
com membranas porosas con un corte de peso molecular de 3.000 daltons. 

13. UN PROCEDIMIENTO, segun la reivindicacion 9, caracterizado porque el producto 
concentrado de la etapa c) es filtrado a traves de membranas con una porosidad de 
0,22 \im de diametro. 

14. ERITROPOYETINA obtenida segun el procedimiento caracterizado en / la 
reivindicacion 1. 




s i d u s s. A. 

SERT0 M. DE PASQUAIE 

AFCDERADO 
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VII. Diagramas 



Fig. 1. Analisis por Electroforesis en Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE) 

1 2 3 4 5 6 7 

66,000 

36,000 
24,000 

18,000 
14,000 
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18,000 
14,000 



Fig. 2. Analisis ^Western Blot' 
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Fig. 3. Analisis por SDS-PAGE de la Digestion de EPO con Glicanasas 
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Fig. 4. Determmacion de Punto Isoelectrics (Isoelectroenfoque) 
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VIII. Resumen 

La presente patente de invencion describe un proceso de cultivo masivo de 
celulas de mamifero recombinantes, productoras de EPO. El proceso productivo sigue 
diferentes etapas de expansion, partiendo de celulas viables conservadas congeladas. 
Posteriormenente, se pasa a una etapa productiva en la que se utilizan medios de cultivo 
especialmente formulados para minimizar el agregado de suplementos proteicos. 

La suplementacion con insulina causa inesperdamente una elevada productividad . 
de EPO que se encuentra con alta pureza en el medio de cultivo cosechado. Este es uno 
de los aspectos clave del metodo utilizado. 

El sobrenadante de cultivo es finalmente concentrado para chtencr mayor 
concentracion de EPO en una forma apropiada para ser utilizada tal cual se obtiene o 
purificada ulteriormente para los usos que asi lo requieran. 



£1 
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(57) RESUMEN: 

La presente patente de invencion describe un proceso de cuftivo masivo de celulas de mamifero recombinantes, 
productoras de EPO. El proceso productivo sigue drferentes etapas de expansion, partiendo de celulas vialbles 
conservadas congeladas. 

Posteriormente, se pasa a una etapa productiva en la que se utilizan medios de cultivo especialmente formulados para 

minimizar el agregado de suplementos proteicos. 

La suplementacion con insulina causa inesperadamente una elevada productividad de EPO 
que se encuentra con afta pureza en el medio de cultivo cosechado. Este es uno de los aspectos clave del metodo 
utiiizado. 

B sobrenadante de cultivo es tlnalmente concentrado para obtener mayor consentraci6n de EPO en una forma 
apropiada para ser utilizada tal cual se obtiene o purificada ulteriormente para !os usos que asi lo requieran. 
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